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論文内容要旨
 【目的】
 悪性腫瘍患者の腫瘍内のリンパ球浸潤程度とその予後が相関することは古くから知られており,
 腫瘍内浸潤リンパ球(Tumorinfiltra七inglymphocytes:TIL)の局所生体防御機構における役
 割が注目されてきた。TILをrecombinantin七erleuhn2(rIL2)で培養することによりLAK細
 胞よりさらに強力な抗腫瘍活性が得られることが動物実験で明らかにされ,TILを用いた養子免
 疫療法への期待が高まっている。しかしTILの免疫学的性状については不明な点が多い。著者ら
 はTILの活性化に関する基礎的情報を得るために胃癌を中心とした固形癌よりTIL(狭義のTIL)
 の分離を行い,1)rIL2存在下での増殖能,2)活性化TILの抗腫瘍スペクトラム,3)細胞表
 面抗原の変動について検討した。また癌性腹水中のリンパ球(effusionassociatedlymphocytes
 :EAL)も広義のTILに含まれると考えてrIL2に対する反応性より狭義のTILとの比較検討を行っ
 た。
 【方法】
 胃癌8例,残胃癌1例,乳癌1例,膵癌2例,原発巣不明癌1例の13例を対象とし切除標本よ
 り得た腫瘍塊より酵素処理法,不連続密度勾配法を用いてTILの分離を行った。EALの分離は癌
 性腹水より不連続密度勾配法を用いて行った。分離されたTIL,EAL(1×106/m1)を10%ヒト
 AB型血清加RPMI1640培地に浮遊し,rIL21000U/mlの存在下に培養し,活性化TILならびに
 活性化EALの誘導を行った。細胞障害活性の測定は各種の株化腫瘍細胞や新鮮自己腫瘍細胞
 を標的細胞として,4時間の51Cr遊離法にて行った。リンパ球表面マーカーの解析はflowcyto-
 metry法によりエフェクター細胞の同定は抗体と補体の処理によるnega七iveselec七ion法によっ
 た。
 【結果及び考察】
 1.TIL,EALの分離とrIL2刺激による増殖:分離されたTILの細胞数はL8×105から1.4×
 103と症例により大きく異なった。rIL2存在下で培養すると,回収リンパ球数が1x106以上
 であった2症例(28.6%)において長期培養が可能であったが他の5症例ではrIL2に反応を示
 さなかった。長期培養可能な2例についてTILのrIL2存在下での細胞増殖能を検討したが,これ
 らの症例では良好な増殖が認められ,培養開始後30日目で各々100倍,110倍に細胞数が増加した。
 rIL2に反応しない症例が多かった理由としては回収細胞数が少なく培養液中でのcelhoce11
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 interactionが阻害されたこと,rIL2に反応する細胞が欠如している可能性があること,混在す
 る癌細胞や他の抑制因子の関与等が考えられた。分離されたEALの細胞数は8.4×107から3.0×
 103と症例による差が認められたが,TILよりも回収細胞数は多い傾向であった。rIL2存在下の
 培養では6例中5例(83.3%)において2週間以上の培養が可能であり,TILよりも高い増殖能
 を示した。
 2.rIL2刺激によるTIL,EALの細胞障害活性の増強:rIL2刺激後のTILの細胞障害活性の変
 動を長期培養可能の2症例についてK562及びWISHを標的細胞として検討した。rIL2添加培養
 後の細胞障害活性は経時的に増強し,14日目で最高値に達した。NK細胞活性は14日目以降21日
 目まで高値を維持したがWISH細胞に対する細胞障害活性は14日目以降徐々に低下した。EALで
 はTILと同様でrIL2添加培養後,い'ずれの細胞障害活性も増強し14日目で最高値に達した。細胞
 増殖は培養期間中持続したが,K562に対する細胞障害活性は21日目以降に,WISHに対する細胞
 障害活性は14日目以降に低下した。
 3.活性化TIL及びEALの抗腫瘍スペクトラム:rIL2によって誘導された活性化TIL及びEAL
 はNK感受性ならびに非感受性の各種腫瘍細胞株に対し広い抗腫瘍スペクトラムを有しており,
 いわゆるLAK様細胞群であることが示唆された。
 4.TIL及びEALの細胞表面マーカーの変動:分離直後のTILの表面抗原はCD3陽性率57.7%,
 CD4/CD8比3.15であり,CD16陽性率はL2%とNK細胞はほとんど認められなかった。LAK活
 性が誘導された培養開始後12日目ではCD8陽性細胞が優位であり,CD4陽性率は著しく低下し
 ていた。またcD16陽性率の軽度上昇も認められた:。EALでは全丁細胞比率68.8%,cp4/cD8
 比2.57であり,CD16陽性率は12.9%とNK細胞の存在が明らかであった。培養開始後12日目では
 CD16陽性NK細胞比率の増加が認められた。
 5.誘導されたLAK活性担当細胞の同定:抗体と補体の実験よりLAK活性を担当するエフェ
 クター細胞は活性化TILではCD8陽性の丁細胞群であるのに対して活性化EALではCD16陽性の
 NK細胞群であることが判明し、両者の間にrIL2に対する反応性の差が認められた。
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 審査結果の要旨
 近年,腫瘍内浸潤リンパ球(TIL)をレコンビナントインタ一口イキン2(rIL2)存在下に培
 養するとNK非感受性の腫瘍細胞に対し極めて高い細胞障害活性を有する活性化TILが誘導され
 ることが明らかにされ,これを用いた養子免疫療法への期待が高まっている。
 TILの免疫学的性状の解析は秀れた抗癌療法を開発する上で,また局所生体防御機構を解明す
 る上で極めて重要な課題といえる。
 TILは従来固型癌の間質中に浸潤するリンパ球と定義されているが,最近では癌性腹水や癌性
 胸水中に存在するリンパ球(EAL)も広義の丁工しに含まれるものと理解されている。しかし,両
 者の免疫学的性状の異同について言及した研究はほとんど報告されていない。
 本論文ではこれまでに報告の少ない胃癌を中心とした固型癌より狭義のTILの分離を行い,同
 時に癌性腹水よりEALの分離を行ってrIL2による活性化を試み,両者の免疫学的性状の差を解析
 している。結果は,胃癌組織よりの活性化TILの誘導は極めて成功率が低く,癌性腹水からの
 活性化EALの誘導は比較的高率に可能であった。rIL2に対する反応が認められた症例ではTIL,
 EALともに良好な増殖を示し,誘導されたキラー細胞は強いNK活性を有し,NK非感受性の株化
 腫瘍細胞を非特異的に障害するLAK様細胞であることが判明した。また分離直後のEALでは丁細
 胞が過半数を占め,NK細胞の存在も確認されたがTILでは丁細胞が過半数を占める点では一致し
 ているがNK細胞は殆んど認められなかった。リンパ球表面マーカーの解析の結果,活性化TIL
 ではCD8陽性の丁細胞群が選択的に増殖したが,活性化EALではCD8陽性丁細胞とNK細胞の増加
 が優位でありCD4陽性率も維持されていることからheterogenousな細胞群が増殖したものと考え
 られた。また,誘導されたLAK活性を担当するエフェクター細胞は,活性化TILではCD8陽性
 のCTL細胞群であるのに対し,活性化EALではCD16陽性のNK細胞群に属することがnegative
 selection法により明らかとなった。
 本論文は狭義のTILとEALの免疫学的性状を比較するという独創的な観点に立って活性化リン
 パ球の誘導を試み,rIL2に対する反応性の差について新しい知見を得ている。活性化TILあるい
 は活性化EALを用いた抗癌免疫療法の確立ならびに局所生体防御機構の解析に多くの示唆と学
 問的根拠を与える秀れた論文である。従って本研究は学位授与に値するもめと認める。
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